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POVZETEK 
Prisotnost DNA regirajočih nečistot v zdravilnih učinkovinah in posledično tudi v končnih 
zdravilih predstavlja tveganje za zdravje ljudi. Te snovi že v nizkih koncentracijah 
predstavljajo tveganje za razvoj rakavih obolenj, saj so reaktivne in lahko delujejo 
neposredno na genetski material posameznika. Raven nečistot v učinkovini je treba 
zmanjšati na sprejemljiv nivo, da ne predstavljajo tveganja za zdravje ljudi. Pri tem se 
moramo zavedati, da nečistot nikoli ne moremo popolnoma odstraniti. Področje nečistot 
urejajo smernice ICH, EMA in FDA. 
V okviru magistrske naloge smo ugotovili, da se najpomembnejši izzivi za farmacevtsko 
industrijo nanašajo na implementacijo smernice. Pregledali smo EMA in FDA smernice in  
razlike med njima. Najbolj pa smo se osredotočili na novo smernico ICH M7, ki se uporablja 
od leta 2016 dalje. Smernica dopolnjuje ICH Q3A in ICH Q3B smernici in prinaša nov 
pristop vrednotenja nečistot, ki temelji na kombinaciji dveh komplementarnih računalniških 
metod. V skladu z ICH M7 se nečistote razdelijo v pet razredov glede na njihov mutageni in 
karcinogeni potencial.  
V nalogi smo se osredotočili na DNA regirajoče nečistote, ki smo jih vrednotili in silico v 
skladu z novo smernico ICH M7 in prikazali implementacijo smernice na dveh modelnih 
primerih učinkovin.  
 
 
Ključne besede: DNA regirajoče nečistote, ICH M7, in silico vrednotenje, Amesov test 
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ABSTRACT 
The presence of genotoxic impurities in drug substances and consequently in the final drug 
products represents a potential risk for users. These substances at low concentrations pose a 
risk of developing cancer, as they are reactive and can act directly on the genetic material of 
the individual. Concentrations of impurities in the active substance must be reduced to an 
acceptable level so that they do not represent a risk to human health. The field of impurities 
is regulated by the ICH, EMA and FDA guidelines. 
 
As part of the master thesis, we found out that the implementation of the guideline represents 
important challenges for the pharmaceutical company. We reviewed EMA and FDA 
guidelines and the differences between them. We focused mainly on the new ICH M7 
guideline, which has been used since 2016. The guideline complements the ICH Q3A and 
ICH Q3B guidelines and introduces a new approach to the evaluation of genotoxic impurities 
based on a combination of two complementary computational methods. According to ICH 
M7, genotoxic impurities are divided into five classes based on their mutagenic and 
carcinogenic potential. 
 
The purpose of the task was to evaluate the DNA reactive impurities in silico in accordance 
with the new ICH M7 guideline and to demonstrate the guideline implementation on two 
model compounds.  
 
 
 
Key words: DNA reactive impurities, ICH M7, in silico evaluation, Ames test 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
CTD Skupni tehnični dokument (ang. Common Technical Document) 
EMA Evropska agencija za zdravila (angl. European Medicines Agency) 
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TTC Mejna vrednost toksikološke zaskrbljenosti (angl. Threshold of Toxicological 
Concern) 
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1 UVOD  
1.1 Nečistote v učinkovinah in končnih zdravilih  
Nečistota je definirana kot katerakoli komponenta zdravilne učinkovine ali končnega 
zdravila, ki ni zdravilna učinkovina ali pomožna snov. Nečistote v zdravilnih učinkovinah 
in končnih zdravilih so potencialno toksične in nimajo nobenih terapevtskih koristi za 
bolnika, imajo pa potencial, da lahko povzročijo neželene učinke. Viri nečistot v zdravilih 
so: izhodne snovi, reagenti in katalizatorji, topila, intermediati, pomožne snovi in njihova 
onesnažila ali razgradni produkti. Z namenom zaščite bolnikov je treba nivo nečistot v 
zdravilnih učinkovinah zmanjšati na sprejemljiv nivo, saj bodo le tako zdravila dovolj varna 
za zdravljenje (1, 2). Varnost in kakovost zdravil tako nista odvisni le od toksikoloških 
značilnosti same zdravilne učinkovine, ampak tudi od nečistot, ki so v zdravilu prisotne. 
Zato so identifikacija, kvalifikacija in nadzor nečistot v zdravilni učinkovini in končni 
farmacevtski obliki pomemben del razvoja novega zdravila in regulatorne presoje. Glavni 
poudarek namenjamo opredelitvi in nadzoru genotoksičnih nečistot, ki predstavljajo 
nevarnost za razvoj rakavih obolenj (3, 4). 
Ker nečistot nikoli ne moremo popolnoma odstraniti, je potrebna njihova specifikacija. V 
skladu s smernico ICH Q3A nečistote razdelimo v tri glavne kategorije: organske, 
anorganske in ostanek topil. Organske nečistote se najpogosteje pojavljajo med procesi 
sinteze, čiščenja in med shranjevanjem. Med organske nečistote spadajo vhodni materiali, 
stranski in razgradni produkti, reagenti, ligandi in katalizatorji. Med anorganske nečistote 
uvrščamo težke kovine ali ostale ostanke kovin, anorganske soli in ostale materiale (npr. 
oglje, filtracijska sredstva). Ostanek topil pa so nečistote, ki ostanejo kot posledica uporabe 
topil v postopku izdelave učinkovine, pomožne snovi ali industrijsko izdelanega zdravila. V 
postopkih čiščenja jih je nemogoče popolnoma odstraniti (4, 7).  
Znotraj teh kategorij predstavljajo genotoksične nečistote posebno področje. V skladu s 
smernicami Mednarodne konference o usklajevanju tehničnih zahtev za zdravila za humano 
uporabo (ICH), je tveganje za prenos v zdravilno učinkovino treba oceniti za identificirane 
nečistote, ki so prisotne v izhodnih materialih in intermediatih in nečistote, ki so pričakovane 
kot stranski produkti na sintezni poti od izhodne spojine v zdravilni učinkovini (4, 5, 6). 
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1.1.1 Genotoksične nečistote 
Genotoksična nečistota je nečistota, ki dokazano deluje genotoksično v ustreznem testnem 
modelu za testiranje genotoksičnosti (npr. Amesov test). Nečistota ima tvegane strukturne 
fragmente, ki vsebujejo toksiformno skupino za genotoksičnost. V  in vitro ali in vivo testih 
genotoksičnosti ima pozitiven rezultat z glavnim poudarkom na DNA regirajočih 
substancah, ki neposredno povzročajo poškodbe genetskega materiala (7, 8, 9). Med sintezo 
zdravilne učinkovine je nemogoče odstraniti vse genotoksične nečistote, ki se prenesejo v 
zdravila iz izhodnih spojin, intermediatov, posledično tudi produktov zdravilnih učinkovin. 
Te snovi reagirajo z genetskim materialom in v primeru prenosa v končno farmacevtsko 
obliko predstavljajo nevarnost za uporabnika (10). Na profil nečistot vplivajo tudi procesni 
pogoji pri izdelavi določene farmacevtske oblike, predhodno čiščenje opreme, uporaba 
določene stične ovojnine ter pogoji pri transportu in shranjevanju končne farmacevtske 
oblike (7). 
Za posamezne genotoksične nečistote, ki niso strukturno podobne se lahko uporabi koncept 
mejne vrednosti toksikološke zaskrbljenosti (TTC). Za nečistote, ki so strukturno podobne 
pa se predpostavlja, da bi lahko imele enak način delovanja in posledično bi lahko bili njihovi 
učinki v naravi aditivni (2). Po mnenju Elderja in Harveyja (11) so z nedavnimi študijami 
ugotovili, da obstaja nekoliko povečano tveganje za nastanek raka pri spojinah, ki izhajajo 
iz več kot treh nečistot (12). 
Evropski direktorat za kakovost zdravil (EDQM) je opredelil zahtevo po razvoju postopka 
za obravnavo potencialno genotoksičnih nečistot. Direktorat je mnenja, da brez zadostnih 
informacij, ki bi potrdile genotoksičnost potencialno genotoksičnih nečistot, le tvegani 
strukturni fragmenti niso dovolj za kakršne koli nadaljnje pristope (7, 13). 
 
Načrtovanje sintezne poti in optimizacija v skladu z regulatornimi smernicami 
Izreden pomen pri testiranju nečistot v novih učinkovinah ima zasnova načrtovanja sintezne 
poti. V določenih primerih je potrebna sprememba ustreznih procesnih parametrov za 
odstranitev ali zmanjšanje teh nečistot na sprejemljivo raven. Če se genotoksične nečistote 
vključijo v sintezo na samem začetku, to pomeni manjše tveganje, da bodo prisotne v končni 
učinkovini in obratno (7). Za sam nadzor genotoksičnih nečistot je zelo pomembna uvedba 
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postopkov čiščenja zdravilne učinkovine, kjer te nečistote lahko uspešno odstranimo. Razvoj 
analitskih tehnik, validacija in redno testiranje znatno podaljšajo sam razvoj zdravilne 
učinkovine in tudi časovni okvir prihoda zdravil na trg. Na ta način se povišajo tudi stroški 
razvoja zdravil in posledično je lahko oslabljeno oz. prizadeto tudi trženje (10).  
1.1.1.1 Izolacija genotoksičnih nečistot  
Izolacija nečistot je zelo pomembna za vzpostavitev njihove strukture in napoved 
toksičnosti. Za izolacijo genotoksičnih nečistot se uporabljajo sledeče metode: ekstrakcija v 
trdni fazi, kolonska kromatografija, tankoplastna kromatografija, kapilarna elektroforeza, 
kromatografija superkritičnih fluidov in tekočinska kromatografija pod visokim tlakom (14). 
1.1.1.2 Analiza genotoksičnih nečistot 
Pomemben faktor, ki vpliva na to, katero analitsko metodo bomo izbrali za vrednotenje 
nečistot, so fizikalno-kemijske lastnosti spojine (polarnost, molekulska masa, hlapnost). 
Farmacevtska industrija, ki jo vodijo smernice Ameriške uprave za hrano in zdravila (FDA) 
in Evropske agencije za zdravila (EMA)  (15) je razvila več analitskih metod za določitev 
genotoksičnih nečistot v zdravilnih učinkovinah. V idealnem primeru bi moral analitski 
postopek omogočati meje detekcije v razponu od 1 do 5 ppm (17). Mejo koncentracije (v 
ppm) genotoksičnih nečistot v zdravilni učinkovini lahko izračunamo na podlagi 
pričakovanega dnevnega odmerka za bolnika in vrednosti TTC z uporabo naslednje enačbe 
(enačba 1): 
Enačba 1: Izračun koncentracije (v ppm) 
Koncentracija (ppm)= TTC (μg/dan)/odmerek (g/dan) 
Identifikacija nečistot se lahko izvede z različnimi spektroskopskimi tehnikami: infrardeča 
spektroskopija, masna spektrometrija, jedrska magnetna resonanca. Za njihovo vrednotenje 
pa se uporabljajo kromatografske tehnike: plinska kromatografija, tekočinska 
kromatografija visoke ločljivosti in tankoplastna kromatografija (17). Glavni izziv pri 
določanju genotoksičnih nečistot je širok razpon ciljnih raztopin (hlapnih, polhlapnih, 
nehlapnih in visoko reaktivnih) v kombinaciji z zdravilnimi učinkovinami in vmesnimi 
proizvodi. Ker so nekatere nečistote precej hlapne in lahko med postopkom vzorčenja 
izginejo, je potrebna kombinacija več analitskih tehnik (16). 
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Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
Jedrska magnetna resonanca je zelo široko uporabna metoda za identifikacijo nečistot in 
razgradnih produktov, ki so prisotni v zelo nizkih koncentracijah (33). 
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) 
HPLC z UV detekcijo bi morala biti zaradi enostavnosti in razpoložljivosti metod na splošno 
prva izbira za nehlapne genotoksične nečistote (33).  
Plinska kromatografija in plinska kromatografija-masna spektrometrija (GC in GC-
MS) 
Plinska kromatografija in plinska kromatografija-masna spektrometrija na splošno veljata za 
prednostni tehniki za analizo številnih nečistot, kot so halogenidi, sulfonati in epoksidi (19). 
On-line spremljanje genotoksičnih nečistot med sintezo 
Zanimiv trend v farmacevtski analizi je uporaba analitskih metod za spremljanje reakcij v 
realnem času. On-line in realnočasovno spremljanje nečistot se lahko uporablja tudi za 
proučevanje kinetike reakcij pri različnih reakcijskih pogojih (temperatura, vsebnost vode, 
pH, ionska moč), da se zagotovijo zanimive informacije o pogojih, ki spodbujajo ali 
zmanjšujejo nastajanje nečistot (16). 
V preglednici I so predstavljene najpomembnejše smernice, ki se nanašajo posebej na 
genotoksične nečistote. Smernice so bolj podrobno predstavljene v nadaljevanju. 
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Preglednica I: Smernice za genotoksične nečistote: nadzor, testiranje in ocena tveganja (prirejeno po viru 17). 
Smernice za nadzor 
genotoksičnih nečistot 
 
 
 
 
 
Združenje raziskovalcev in proizvajalcev Amerike (PhRMA) je leta 2006 
objavilo publikacijo z naslovom Utemeljitev za določanje, testiranje in nadzor 
specifičnih nečistot v zdravilih, ki imajo potencial za genotoksičnost. Pomembni 
koncepti: klasifikacija nečistot v 5 razredov in dovoljen prag nečistot za kratek 
čas izpostavljenosti. 
Smernica EMA obravnava meje za genotoksične nečistote. Končna verzija je bila 
izdana leta 2006. Vpeljuje tudi koncept TTC (33). 
Varnostna delovna skupina je v okviru EMA v letih  2008, 2009, 2010 in 2012 
objavila vprašanja in odgovore o mejah za genotoksične nečistote. 
FDA je leta 2008 objavila osnutek o genotoksičnih in karcinogenih nečistotah v 
zdravilnih učinkovinah in končnih farmacevtskih oblikah. Smernica je splošno 
usklajena z EMA smernico (38). 
ICH M7: povzetek smernice o oceni in nadzoru DNA regirajočih nečistot v 
zdravilih z namenom omejitve potencialnega karcinogenega delovanja. Lahko 
nadomesti EMA in FDA smernici (33). 
Smernice za testiranje 
genotoksičnosti 
ICH S2: testi za ugotavljanje genotoksičnosti in razlago podatkov za zdravila, ki 
se uporabljajo za humano uporabo. Ta smernica združuje smernici ICH S2A 
(1996) in ICH S2B (2007) in je univerzalen dokument za testiranje 
genotoksičnosti (1). 
EMA: smernica za oceno genotoksičnosti rastlinskih substanc (2008). Smernica 
opisuje splošen okvir in praktične pristope za testiranje potencialne 
genotoksičnosti rastlinskih substanc in tudi navede kako je potrebno ovrednotiti 
rezultate (18). 
Ocene tveganja za 
genotoksične in 
karcinogene substance 
Direktorat za evropsko zdravje in zaščito potrošnikov: splošne metodologije 
ocene tveganj in pristopi za genotoksične in karcinogene substance (2009). 
 
1.2 Genotoksičnost in mutagenost 
Tarče za genotoksičnost in mutagenost so: deoksiribonukleinska kislina (DNA), kromosomi 
in proteini, ki so vključeni v popravljalne mehanizme (4). 
1.2.1 Genotoksičnost 
Genotoksičnost v skladu z ICH S2 opredelimo kot širok pojem, ki se nanaša na kakršnokoli 
škodljivo spremembo genetskega materiala celice, ne glede na mehanizem s katerim se 
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sprememba povzroči (3). Mutacije, ki so vzrok za nastanek rakavih obolenj, so trajne 
spremembe v genomu celice, ki lahko nastanejo spontano ali kot posledica sevanj, virusov 
ali različnih mutagenih dejavnikov. Ločimo tri tipe mutacij: 
 
• genske: pojavljajo se znotraj kodirajoče sekvence gena (substitucije, delecije, 
insercije), 
• kromosomske: spremeni se sama struktura kromosoma (inverzije, duplikacije, 
delecije, translokacije) in 
• genomske: pride do spremembe celotnega genoma (anevplodija, poliploidija) (3). 
Mutacija je dvostopenjski proces: poškodba DNA, sledi ji fiksacija mutacije. Poškodbe so 
lahko reverzibilne (popravljalni mehanizmi) ali ireverzibilne. Načini popravljanja DNA: 
neposredno popravljanje poškodb DNA (fotoliaze, DNA alkiltransferaza); popravljanje z 
izrezovanjem poškodovanega dela DNA (izrezovanje baz in nukleotidov) ter 
postreplikacijsko popravljanje (20).  
1.2.1.1 Mehanizmi delovanja genotoksičnih spojin 
Genotoksične spojine povzročajo spremembe genetskega materiala preko direktnih in 
indirektnih mehanizmov: 
Neposredni /direktni genotoksini: neposredno reagirajo z DNA in sprožijo spremembe, ki 
privedejo do mutacije ali druge poškodbe genetskega materiala. Nimajo praga delovanja 
(povzročajo alkilacijo, prelome DNA) in so potencialno mutageni (4). 
Indirektni genotoksini: spremenijo celične funkcije ali fizikalno-kemijsko okolje celice, 
učinki so vidni šele pri določenih koncentracijah. Imajo prag delovanja (povzročajo 
oksidativni stres, zaviralci topoizomeraz, zaviralci delitvenega vretena: kolhicin). Prek 
posrednih mehanizmov vplivajo na integriteto DNA (4, 5). 
1.2.1.2 Testiranje genotoksičnosti po ICH S2 
Globalna smernica za testiranje genotoksičnosti za zdravila je smernica ICH S2 (7), ki 
združuje varnostni smernici ICH S2A in ICH S2B in je univerzalen dokument za testiranje 
genotoksičnosti. V smernici ICH S2B so opredeljeni trije testi, ki so nujni za ugotavljanje 
genotoksičnosti: Amesov test; in vitro citogenetski test kromosomskih poškodb in in vivo 
test genotoksičnosti, kjer opazujemo poškodbe hematopoetskih celic glodalcev. V primeru, 
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da spojine pri vseh treh testih dosežejo negativen rezultat, s tem potrdimo, da niso 
genotoksične. Če pa spojina pri enem ali več izmed zgornjih testov doseže pozitiven rezultat, 
je nujno izvesti nadaljnja preizkušanja, da lahko določimo točno oceno tveganja (5). 
1.2.2 Mutagenost 
Mutagenost je povzročanje trajnih sprememb informacij v genetskem materialu, ki se 
prenašajo na naslednjo generacijo potomcev. Te spremembe lahko vključujejo en gen ali 
segment gena, blok genov ali kromosome (4). Mutagenost se ocenjuje s proučevanjem 
strukturnih, fizikalnih ali kemijskih lastnosti snovi, ki lahko povzročijo mutagenezo ali 
karcinogenezo. Če iz podatkov lahko razberemo, da je snov mutagena, ni pa genotoksična, 
je zanjo potrebno določiti najvišjo koncentracijo, kjer ni zaznanega nobenega negativnega 
učinka (15, 21). Mutageni povzročajo mutacije, so genotoksični karcinogeni (90% 
karcinogenov je genotoksičnih), medtem ko vsi genotoksini niso mutageni (9). 
Kriteriji za razvrščanje spojin med karcinogene: 
 skupina 1: spojina ali kemikalija je znan oz. dokazan karcinogen ali mutagen za 
človeka, 
 skupina 2: ko obstaja velika verjetnost, da bo spojina karcinogena ali mutagena za 
človeka, 
 skupina 3: ko obstaja zaskrbljenost, da ima spojina potencialne karcinogene ali 
mutagene učinke na človeka  (15, 21). 
1.3 Zakonodajne zahteve 
Farmacevtska industrija je ena zakonsko najbolj urejenih področij na svetu. Zakonodajo 
zdravil v vseh državah članicah Evropske unije urejajo vladne institucije na področju 
zdravstva. Dostop do varnih, učinkovitih in kakovostnih zdravil je izredno pomemben in je 
osnovno načelo vseh predpisov. Kakovost zdravil z vidika vsebnosti nečistot je za 
farmakopejske substance predpisana v monografijah (22, 23). 
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1.3.1 Mednarodna konferenca o usklajevanju tehničnih zahtev za zdravila za 
humano uporabo (ICH) 
Področje nečistot urejajo smernice, usklajene na nivoju ICH, ki je bila ustanovljena leta 1990 
z namenom poenotenja zakonodajnih zahtev za odobritev zdravil. Na ta način bi se 
zmanjšala neekonomična uporaba človeških, živalskih in materialnih virov. Projekt ICH 
izvajajo tri največja farmacevtska tržišča Evropa, Japonska in ZDA. ICH vsebuje priporočila 
na področju kakovosti, varnosti in učinkovitosti zdravil, ki so namenjena za uporabo na 
omenjenih tržiščih in predstavlja dober zgled za druge trge (24). 
Da bi proizvajalcem zdravil omogočili pravilno prepoznavanje in obravnavo potencialno 
genotoksičnih nečistot v zdravilih, je ICH junija 2014 izdala smernice z naslovom: "Ocena 
in nadzor DNA regirajočih nečistot v zdravilih za omejitev potencialnega rakotvornega 
tveganja". To predstavlja praktično ogrodje za identifikacijo, kategorizacijo in kvalifikacijo 
genotoksičnih nečistot. Cilj je zmanjšanje možnosti za potencialno rakotvorno tveganje (25). 
V ICH smernici je določeno, da morajo proizvajalci znotraj kemijskega procesa navesti vse  
nečistote, ki lahko nastanejo v procesih sinteze, čiščenja ali med  študijami stabilnosti novega 
zdravila. Ostanki v zdravilnih učinkovinah, pomožnih snoveh in končnih farmacevtskih 
oblikah namreč niso zaželeni in predstavljajo velik problem (26-29). Smernica priporoča 
izvajanje ocene tveganja, npr. oceno dnevne izpostavljenosti (PDE), kjer obstaja 
zanemarljivo tveganje za zdravje ljudi (9, 30). Za odkrivanje in kvantifikacijo zahtevanih 
ravni je treba izvesti derivatizacijo. Z izboljšanjem razumevanja znanih in neznanih snovi v 
zdravilih lahko vplivamo na večjo varnost pacientov. S tem se tudi zmanjša verjetnost 
morebitnih zamud pri prodaji ali odpoklic zdravil (33). 
1.3.1.1 Skupni tehnični dokument (CTD) 
V praksi je zelo pomembno, da poznamo smernice in norme posameznih držav oziroma 
regulatornih regij, kjer želimo vložiti dovoljenje za promet z zdravilom. Le na ta način lahko 
pripravimo ustrezno dokumentacijo, ki pokriva čim širši spekter držav (29). 
Eden najpomembnejših dosežkov ICH je sprejetje skupnega tehničnega dokumenta leta 
2003 v ICH regijah (Evropa, ZDA, Japonska) (7). Namen CTD je predvsem poenotenje 
oblike dokumentacije z namenom pridobitve dovoljenja za promet. Priprava dokumentacije 
v obliki CTD je obvezna za vsa nova zdravila, tudi biološka od julija 2003 dalje (29). 
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1.3.2 Skupine ICH smernic 
ICH razdeli smernice v 4 večje skupine: 
Q- kakovost (Quality): to področje obsega izvajanje stabilnostnih študij in določitev 
ustreznih mej za testiranje nečistot (22). 
S- varnost (Safety): vsebuje nabor varnostnih smernic za odkrivanje potencialnih tveganj, 
kot so rakotvornost, genotoksičnost in reproduktivna toksičnost (23).  
E- učinkovitost (Efficacy): ICH se osredotoča na klinična preizkušanja in njihovo 
načrtovanje, izvajanje, varnost in poročanje o rezultatih. Vključuje tudi nove vrste zdravil, 
pridobljenih iz procesov biotehnologije in uporabo tehnik farmakogenomike in 
farmakokinetike (31). 
M- multidisciplinarne teme (Multidisciplinary): skupina vključuje skupni CTD in razvoj 
elektronskih standardov za prenos regulatornih podatkov (32). 
ICH Q smernice (preglednica II), ki govorijo o kakovosti zdravil, se delijo v dvanajst skupin, 
glede na tematiko, ki jo obravnavajo. 
Preglednica II: Seznam ICH Q smernic (prirejeno po viru 30). 
Oznaka smernice Naslov smernice 
1A-Q1F Stabilnost 
Q2 Validacija analitskih metod  
Q3A-Q3D Nečistote 
Q4-Q4B Farmakopeje 
Q5A-Q5E Kakovost biotehnoloških izdelkov 
Q6A-Q6B Specifikacije 
Q7 Dobra proizvodna praksa  
Q8 Farmacevtski razvoj 
Q9 Obvladovanje tveganj kakovosti 
Q10 Farmacevtski sistem kakovosti 
Q11 Razvoj in izdelava zdravilnih učinkovin 
Q12 Upravljanje življenjskega cikla zdravil 
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Skupina smernic Q3, ki obravnavajo nečistote, je sestavljena iz 4 smernic: Q3A obravnava 
nečistote v novih aktivnih substancah za zdravila, Q3B obravnava nečistote v novih končnih 
zdravilih, Q3C obravnava ostanke topil in Q3D, ki obravnava elementne nečistote (30). 
1.3.2.1 Splošna zgradba ICH smernic kakovosti Q3 
Vse smernice kakovosti Q3 so sestavljene iz štirih osnovnih sklopov: naslovnica in 
administrativni podatki (naslov, korak v katerem se smernica nahaja, datum, številka verzije 
in zgodovina dokumenta, kazalo vsebine); uvod (kratek opis vsebine); vsebina smernice 
(opisane so nekatere definicije in osnovni principi, uporabljeni v smernici, ki olajšajo 
nadaljnje branje in razumevanje smernice) in slovar uporabljenih izrazov in okrajšav ter 
priloge (25). 
Smernica ICH Q3A opredeljuje organske nečistote v novih zdravilnih učinkovinah, 
pridobljenih s kemijsko sintezo s pragovi navedbe, identifikacije in kvalifikacije 
(preglednica III, 25, 26). 
Preglednica III: Pragovi navedbe, identifikacije in kvalifikacije organskih nečistot v novih zdravilnih 
učinkovinah (prirejeno po 25, 26). 
Najvišji dnevni odmerek 
zdravilne učinkovine 
Prag 
navedbe 
Prag identifikacije Prag kvalifikacije 
 ≤ 2g/dan 0,05% 
0,10% ali 1,0 mg (manjša 
vrednost) 
0,15% ali 1,0 mg (manjša 
vrednost) 
 > 2g/dan 0,03% 0,05% 0,05% 
 
ICH Q3B smernica obravnava nečistote v novih končnih zdravilih. Te nečistote nastanejo 
kot posledica kemijske spremembe učinkovine zaradi zunanjih vplivov (svetloba, 
temperatura, pH, vlaga, ovojnina). Potrebno je preveriti, ali je njihova količina znotraj 
mejnih vrednosti za identifikacijo ali kvalifikacijo (27). Smernica ne zajema 
bioloških/biotehnoloških zdravil, peptidov, oligonukleotidov, radiofarmacevtikov, zdravil 
rastlinskega izvora. V novi smernici ICH M7 tudi za pomožne snovi, arome in barvila ni 
mogoče predvideti ocene nevarnosti (33, 34). 
ICH Q3C določa dovoljene vrednosti za ostanke topil v zdravilih. Ostanki topil so razvrščeni 
v tri razrede. Topil iz razreda I se je treba izogibati, topila razreda II dovoljujejo dnevne meje 
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izpostavljenosti in topila razreda III nimajo omejitev izpostavljenosti, če je dnevna 
izpostavljenost ≤ 50 mg / dan (25).  
Smernica ICH Q3D vrednoti elementne nečistote v končnih farmacevtskih oblikah. 
Smernica uvaja mednarodna pravila za kvantitativen in kvalitativen nadzor nad kovinskimi 
nečistotami. Potrebno je določiti in/ali količinsko opredeliti tveganja, ki jih predstavljajo 
izhodne spojine, ovojnina in oprema (28). 
1.4 EMA in njene smernice o omejitvi genotoksičnih nečistot 
EMA oz. Odbor za zdravila za uporabo v humani medicini je izdal smernico o razdelitvi 
genotoksičnih nečistot v dve skupini: spojine, kjer je dovolj eksperimentalnih dokazov za 
obstoj mehanizma s pragom delovanja in spojine, kjer ni dovolj eksperimentalnih dokazov 
za obstoj mehanizma s pragom delovanja. Za potencialno genotoksične nečistote, ki nimajo 
ustreznih dokazov o mehanizmu, povezanem s pragom je smernica predlagala, da je 
potrebno storiti vse, da se prepreči nastanek takšnih nečistot med sintezo zdravilnih 
učinkovin oz. če to ni mogoče, si je potrebno po sintezi prizadevati za njihovo degradacijo 
(33). 
1.5 FDA smernice 
Decembra 2008 je FDA objavila osnutek smernic z naslovom: Genotoksične in karcinogene 
nečistote v zdravilnih učinkovinah in končnih farmacevtskih oblikah. Prav tako je objavila 
tudi smernice o načinih, kako lahko pogodbene proizvodne organizacije (CMO) opredelijo 
in zmanjšajo potencialno tveganje za nastanek raka (38). Smernice FDA uporabljajo enake 
ali podobne pristope kot smernice EMA za opredelitev in zmanjšanje potencialnega tveganja 
za nastanek raka pri izpostavljenosti bolnikov genotoksičnim in karcinogenim nečistotam 
(17). Vendar med njima obstajajo tudi bistvene razlike (preglednica IV). 
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Preglednica IV: Primerjava med smernicami EMA in FDA (prirejeno po viru 17). 
PODOBNOSTI RAZLIKE 
Priporoča enak pristop za identifikacijo in kvalifikacijo 
potencialno genotoksičnih nečistot in tudi enak pristop za 
ravnanje z genotoksičnimi in karcinogenimi nečistotami. 
Smernica FDA vključuje karcinogene 
nečistote. 
Koncept TTC: meja najvišje dnevne izpostavljenosti je 
1,5µg/dan za posamezno nečistoto. 
Smernica FDA dovoljuje TTC vrednost 120 
µg za izpostavljenost manjšo od 14 dni, raje 
kot samo za en odmerek. 
Višje TTC vrednosti za krajši čas izpostavitve med kliničnimi 
preizkušanji. 
FDA smernica ne dovoljuje višjih vrednosti 
TTC za tržne proizvode za krajši čas 
izpostavitve. 
 
1.6 ICH M7 smernica 
Je nova smernica, ki pokriva varnost in kakovost in je bila izdana leta 2014. Glavna novost 
smernice je uporaba dveh različnih in silico metod (metoda z uporabo ekspertnih 
podatkovnih baz in statistična metoda) za napovedovanje toksičnosti (slika 1) (35-37). 
Dopolnjuje smernici ICH Q3A in ICH Q3B in podaja smernice za identifikacijo, 
kategorizacijo, kvalifikacijo in nadzor genotoksičnih nečistot v zdravilih (26, 27). 
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Slika 1: In silico vrednotenje po ICH M7 (prirejeno po viru 37). 
 
Smernica določa tudi, kakšen je sprejemljiv dnevni vnos še nevrednotene spojine, ki 
predstavlja majhno tveganje za karcinogenost (preglednica V, 27). 
Preglednica V: Sprejemljiva izpostavljenost za posamezno nečistoto (prirejeno po viru 27). 
Obdobje izpostavljenosti 6-12 mesecev 3-6 mesecev 1-3 mesece < 1 mesec 
Dnevni vnos (µg/dan) 5 10 20 60 
 
Pred izidom ICH M7 sta področje DNA regirajočih nečistot urejali smernici  EMA in FDA 
(17). Glavna prednost te smernice je širši geografski obseg. Raziskovalna skupina PhRMA 
je predstavila dva koncepta, katerih namen je zmanjšanje tveganja v razvojni fazi novega 
zdravila v industriji: 
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1. Koncept: klasifikacija nečistot glede na njihovo genotoksičnost 
Smernica ICH M7 predlaga razdelitev nečistot v pet razredov (preglednica VI): 
Razred 1: nečistote, ki imajo znan karcinogeni in mutageni potencial. Skupina vključuje 
tako živalske kot človeške karcinogene, z zanesljivimi podatki za genotoksični mehanizem 
(17). 
Razred 2: nečistote, ki so mutagene, karcinogeni potencial ni znan. Amesov test je pri teh 
nečistotah pozitiven (17). 
Razred 3: nečistote, ki vsebujejo tvegane strukturne fragmente in bi lahko povzročale 
interakcije z DNA in s tem genotoksičnost. Njihov mutageni potencial je neznan. Za njihov 
nadzor je določena TTC meja (17). 
Razred 4: nečistote, ki imajo tvegane strukturne fragmente. Amesov test je negativen. S tem 
potrdimo da je nečistota nemutagena in se v skladu z ICH M7 uvrsti v 4. razred (17). 
Razred 5: nečistote katerih struktura ne predstavlja tveganja za potrditev genotoksičnosti. 
Niso mutagene ali karcinogene (17). 
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Preglednica VI: Klasifikacija nečistot glede na njihov mutageni in karcinogeni potencial in nadzorni ukrepi 
(prirejeno po viru 17). 
Razred  DEFINICIJA NADZORNI UKREPI 
1 Znani mutageni karcinogeni. Nadzor pri ali pod specifično sprejemljivo mejo. 
2 
Znani mutageni z neznanim karcinogenim 
potencialom. 
Izvedba PDE pristopa, če je znan mehanizem 
delovanja. Če ni znan je potrebno definirati dovoljen 
dnevni vnos, ki temelji na TTC. 
 
3 
Spojine s potencialno tvegano kemijsko 
strukturo, ki ni v povezavi z zdravilno 
učinkovino (imajo neznan mutagen 
potencial). 
Nadzor pri ali pod sprejemljivimi mejami (TTC) ali 
izvedba testa mutagenosti: Razvrstitev nečistot v 
razred 2 (če je nečistota mutagena) ali 5 (če je 
nemutagena). 
4 
Spojine s potencialno tvegano kemijsko 
strukturo, ki je v povezavi z zdravilno 
učinkovino (niso mutagene). 
Test genotoksičnosti zdravilnih učinkovin. Če je 
negativen se nečistota obravnava kot običajna. 
5 
Spojine brez potencialno tvegane 
kemijske strukture (niso mutagene in ne 
karcinogene). 
Vzpostavitev specifikacije z uporabo smernic za 
običajne nečistote. 
 
Na podlagi tega sistema klasifikacije je bila predlagana strategija za oceno nečistot, ki danes 
predstavlja normo za večino ocen genotoksičnih nečistot v industriji. Predlog se lahko izvede 
v treh korakih, kot je opisano v preglednici VII (17). 
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Preglednica VII: Uporaba 5-razrednega modela za nečistote v treh korakih (prirejeno po viru 17). 
Korak Dejanje Komentar  
1 
Identifikacija tveganih kemijskih struktur v 
prvotni spojini in nepričakovanih nečistotah in 
klasifikacija nečistot v enega izmed petih 
razredov. 
To zahteva natančen pregled sintezne poti z 
namenom identifikacije spojin, vključno z 
nečistotami, reagenti in intermediati. 
2 
Vzpostavitev strategije kvalifikacije za 
nečistote. To definira genotoksični potencial za 
vsako nečistoto ali vzpostavi dovoljene 
specifikacijske meje za nečistoto v zdravilu. 
Informacija o karcinogenem potencialu 
temelji na literaturi, ki jo podpirajo 
eksperimentalni podatki pridobljeni s testi 
genotoksičnosti (npr. Amesov test). 
3 
Vzpostavitev mej za nečistoto, ki temelji na 
sprejemljivem dnevnem odmerku in konceptu 
TTC. 
Določitev sprejemljivih količin v zdravilni 
učinkovini in končnih farmacevtskih oblikah 
temelji na kvalifikaciji in oceni tveganja. 
 
2. Koncept stopenjskega TTC za klinična preskušanja 
Stopenjski koncept TTC je ključen element smernic EMA in FDA za genotoksične nečistote. 
Ta koncept upošteva dejstvo, da je trajanje izpostavljenosti ključni dejavnik, ki vpliva na 
verjetnost karcinogenega odziva. Pri stopenjskem TTC je potrebno upoštevati odmerek in 
trajanje kliničnih preskušanj. Pri višjih odmerkih je TTC nižji, saj je celotna izpostavljenost 
razmeroma nizka (33). Stopenjske vrednosti TTC bi morale veljati za vse stopnje razvoja in 
za vsako posamezno spojino v primerih, kjer je prisotnih več genotoksičnih nečistot 
(preglednica VIII, 33).  
Preglednica VIII: Sprejemljive dnevne izpostavljenosti za več genotoksičnih nečistot (prirejeno po viru 33). 
Trajanje zdravljenja  ≤ 1 mesec  > 1-12 mesecev >1-10 let >10 let- doživljenjsko 
Največji dnevni odmerek (µg/dan) 120 60 30 5 
 
1.6.1 Poglavja 1-4: Področja uporabe smernice ICH M7 
Smernica se uporablja za nove učinkovine in nova zdravila med njihovim kliničnim 
testiranjem in pridobivanjem vlog za registracijo. Smernica ne zajema bioloških in 
biotehnoloških zdravil, peptidov, oligonukleotidov, radiofarmacevtikov. V novi smernici 
ICH M7 tudi za arome, barvila in pomožne snovi ni mogoče predvideti ocene nevarnosti 
(33, 34). 
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2 NAMEN DELA  
Genotoksične nečistote v zdravilnih učinkovinah in končnih zdravilih so nevarne za 
končnega uporabnika, zato je potrebna njihova identifikacija in kvalifikacija, tako v končnih 
farmacevtskih oblikah kot tudi v intermediatih. 
Namen magistrske naloge je in silico vrednotenje z DNA regirajočih nečistot v učinkovinah 
v skladu s smernico ICH M7 na dveh modelnih učinkovinah. Uporabili smo dva računalniška 
pristopa napovedovanja toksičnosti: Toxtree in Derek Nexus. In vitro metode za ugotavljanje 
genotoksičnosti so enakovredne računalniškim modelom, ki opredeljujejo kvantitativen 
odnos med strukturo učinkovine in njenim delovanjem (QSAR).  
Primerjali bomo smernice FDA, EMA in ICH M7. Opredelili bomo pomen genotoksičnih 
nečistot v farmacevtski industriji in predstavili njihove metode vrednotenja, testiranja in 
ugotovili, na kakšne načine se jim lahko vsaj v določeni meri izognemo. 
V okviru magistrskega dela želimo ovrednotiti različne načine določanja genotoksičnih 
nečistot in uspešnost analitskih tehnik pri njihovem zaznavanju. Zanima nas, kako poteka 
vrednotenje s pomočjo računalniških metod in kakšna je njihova uspešnost pri 
napovedovanju toksičnosti. 
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3 MATERIALI IN METODE 
V namenu magistrske naloge smo definirali dve in silico metodi vrednotenja DNA 
regirajočih nečistot za napovedovanje toksičnosti: Toxtree in Derek Nexus, ki smo jih 
preučevali v magistrski nalogi. Omenjena pristopa sta bolj podrobno opisana v nadaljevanju; 
v poglavjih 6.1 in 6.2. 
3.1 Metoda za vrednotenje DNA regirajočih nečistot v skladu s 
smernico ICH M7 
Poglavja 1-4: področje uporabe, splošni pristopi, pristopi pri registriranih zdravilih (poglavje 
1.6.1). 
Poglavje 5: identifikacija nečistot (katere nečistote se vrednotijo). 
Poglavje 6: ocena nevarnosti: ali je nečistota mutagena (QSAR+AMES). 
Poglavje 7: karakterizacija tveganja: kakšen je sprejemljiv dnevni vnos (TTC, sprejemljiva 
izpostavljenost, LTL, PDE). 
Poglavje 8: kontrola: predstavlja enega izmed najpomembnejših vidikov smernice ICH M7. 
Vključuje nadzor nad vhodnimi materiali, intermediati, reagenti, topili, ovojnino, opremo. 
Poglavje 9: dokumentacija: pričakovanja za regulatorno dokumentacijo, poglavje vsebuje 
informacije o uporabi te smernice, ki jih je potrebno navesti pri uporabi kliničnih preskušanj 
in CTD (7, 12). 
3.1.1 Poglavje 5: Identifikacija nečistot 
Vrednotijo se vse dejanske in potencialne nečistote, ki lahko nastanejo med sintezo in 
shranjevanjem učinkovine ter med procesom izdelave in shranjevanjem končnega zdravila. 
Prav tako se vrednotijo tudi nečistote povezane z razgradnimi produkti, ki so lahko 
potencialni ali dejansko identificirani v učinkovini ali zdravilu (7, 12). 
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3.1.2 Poglavje 6: Ocena nevarnosti genotoksičnih nečistot (QSAR+ AMES) 
V skladu s smernicami je treba potem, ko so genotoksične nečistote identificirane, razviti 
ustrezno strategijo razumevanja procesa in analitske kontrole. S tem želimo ugotoviti, ali je 
mutagena nečistota nad ali pod sprejemljivo stopnjo tveganja za nastanek raka (34). 
Skladno z ICH M7 so za napovedovanje mutagenosti in karcinogenosti dejansko prisotnih 
in potencialnih nečistot bistvenega pomena strukturni elementi za karcinogenost. Za 
razvrstitev nečistot v razrede 1, 2 ali 5 je potrebno izvesti oceno nevarnosti. Le ta obsega 
začetno analizo potencialnih in dejansko prisotnih nečistot, v skladu z informacijami o 
njihovem karcinogenem in mutagenem potencialu (33, 34).  
3.1.2.1 Poglavje 6.1: QSAR analiza za klasifikacijo genotoksičnih nečistot 
 
Analizo kvantitativnega odnosa med strukturo učinkovine in delovanjem (QSAR) je 
potrebno izvesti v primeru, kadar na voljo ni dovolj podatkov za razvrstitev nečistot med 
mutagene oz. karcinogene. To lahko vodi v klasifikacijo spojin v razrede 3, 4 ali 5 (33, 34). 
Na aktivnost strukturnih elementov vplivajo naslednji faktorji: molekulska masa spojine, 
fizikalno stanje in topnost spojine, kemijska reaktivnost in geometrija kemijske spojine (7, 
12). 
 
Računalniška toksikološka ocena se izvede z uporabo QSAR metod, ki napovedujejo rezultat 
bakterijskega testa mutagenosti (25). V ta namen se uporabljata dve različni in silico QSAR 
metodi, ki dopolnjujeta ena drugo in sta ključna pridobitev smernice ICH M7: 
1.) Ekspertna metoda (npr. DEREK Nexus, Toxtree) (37), 
 
2.) statistična metoda (npr. CASE Ultra, SARAH Nexus, Ames Salmonella modul). 
Statistične metode običajno najbolje delujejo pri napovedovanju strukturno podobnih 
spojin (37). 
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Potrditev odsotnosti tveganih kemijskih struktur iz obeh komplementarnih QSAR metod 
zadostuje, da se ugotovi, da nečistota ni mutagena in se v skladu s smernico ICH M7 razvrsti 
v razred 5. Kadar pa so v nečistoti prisotni tvegani strukturni deli, jo uvrstimo v razred 3. Če 
struktura ocenjene nečistote ne spada v področje uporabe QSAR modelov, napoved 
mutagenega potenciala ni možna (36, 42). 
Trenutno obstoječi QSAR pristopi imajo tudi določene pomankljivosti. Rezultati napovedi 
toksičnosti so v nekaterih primerih nevtralni. Razlog za to je pomanjkanje dokazov ali 
neustreznost le teh. Obstajajo tudi primeri napačno pozitivnih rezultatov (npr. monoalkil 
sulfatni estri) v modelih QSAR, ki uporabljajo statistično metodo (35). 
Nekateri primeri tveganih strukturnih fragmentov so prikazani na sliki 2 (12). Prikazane 
funkcionalne skupine s tvegano kemijsko strukturo so navedene v dokumentu PhRMA (9). 
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Legenda 
- alkilne in arilne skupine 
- heteroaromatske skupine 
- aromatske skupine 
Slika 2: Primeri tveganih strukturnih fragmentov (prirejeno po viru 12). 
 
Derek Nexus 
Je strokovna programska oprema za napovedovanje toksičnosti z uporabo ekspertnih 
podatkovnih baz, ki deluje v skladu z načelu potrjevanja, ki jih je določila Organizacija za 
ekonomsko sodelovanje in razvoj (OECD). Vsebuje 132 opozoril za mutagenost. Opozorilo 
je niz strukturnih značilnosti molekule in je odvisno od strukture, ki jo opredeljuje vzorec v 
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že znani bazi. Sistem deluje tako, da poveže dele strukture, ki nas zanimajo z opozorili v že 
znanih bazah. Napoved toksičnosti je kvalitativna (37). 
 Sarah Nexus 
Je statistična programska oprema za napovedovanje mutagenosti, ki temelji na 
eksperimentalnih zbirkah podatkov. Ustanovljena je bila preko FDA, deluje pa v skladu z 
načeli OECD. Sistem napove pozitiven in negativen rezultat. Na koncu se izračuna stopnja 
zaupanja (glede na rezultat Amesovega testa). Napoved mutagenosti je kvantitativna (37). 
S pomočjo Derek in Sarah Nexus lahko ugotovimo toksičnost glede na smernico ICH M7. 
Kadar se za napovedovanje toksičnosti uporabljata dve metodi, ne bosta vedno prišli do istih 
zaključkov. V primeru nestrinjanja modelov nobeden od sistemov ni nadrejen drugemu (37). 
3.1.2.2 Poglavje 6.2:  Toxtree program 
Toxtree program je program, s katerim na povsem preprost način napovemo toksičnost 
spojin, če poznamo njihovo strukturno formulo. Program vključuje strukturne elemente, ki 
jih glede na mehanizem delovanja uvrstimo med genotoksične ali negenotoksične 
karcinogene. Za oceno toksičnosti  program uporablja QSAR modele (43, 44). 
Pri tej nalogi je bila uporabljena verzija programa Toxtree 2.6.6., ki vključuje module, ki 
nam zagotavljajo ugotovitev različnih toksičnih učinkov:  
- Cramer-jeva pravila in razširjena Cramer-jeva pravila. 
- Verhaar-jeva shema in modificirana Verhaar-jeva shema. 
- Napoved draženja kože. 
- Napoved draženja oči. 
- Benigni /Bossa-jeva pravila  
- In vitro mutagenost. 
- Strukturni elementi toksičnosti pri testu na podganjih mikronukleusih. 
- Strukturni elementi za določanje preobčutljivosti kože. 
- Strukturni elementi, povezani s kovalentnimi vezmi DNA. 
- Elementi za vezavo proteinov. 
- Kroes-ovo odločitveno drevo (44, 45). 
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Postopek dela s programom Toxtree 
V okvir (Chemical identifier) vnesemo SMILES kodo in kliknemo Go. Spojina se prikaže v 
levem spodnjem kotu-pod okvirjem Structure diagram (slika Ia, priloga I). Sledi izbor 
zavihka Method-select a decision tree, kjer lahko izbiramo med različnimi moduli. Ko modul 
izberemo, pritisnemo OK. Na koncu sledi še klik na ikono Estimate, ki ovrednoti spojine in 
njihovo toksičnost (slika Ib, priloga I). 
3.1.2.3 Poglavje 6.3: Amesov test 
Amesov test (test reverznih oz. povratnih mutacij) je in vitro bakterijski test mutagenosti, ki 
se uporablja za ugotavljanje genotoksičnosti. Test uporablja vsaj pet bakterijskih sevov: od 
tega vsaj štiri Salmonella typhimurium (TA1535, TA1537/TA97a/TA97, TA98 in TA100) 
kot tudi seve Escherichia coli WP ali Salmonella typhimurium TA102, ki so izpostavljeni 
testni substanci z in brez metabolnega aktivacijskega sistema, ki izhaja iz jeter glodalcev. 
Vsak sev ima različno mutacijo, potrebno za sintezo zahtevane aminokisline (histidin pri 
Salmonelli typhimurium ali triptofan v E.coli). V odsotnosti mutagena bakterije ne rastejo. 
Reverzna mutacija bakterijski celici omogoči preživetje ob pomanjkanju esencialnih 
komponent (npr. aminokisline histidin) (46, 47). Če je Amesov test negativen, se nečistoto 
uvrsti v razred 5 v skladu s smernico ICH M7. V primeru da je rezultat pozitiven, pa je 
potrebno nadaljnje vrednotenje nevarnosti in ustrezni nadzorni ukrepi. Kljub temu, da je 
Amesov test najboljši način za oceno mutagenosti spojine, ima tudi določene omejitve: 
napačno pozitivni rezultati, draga izvedba testa na dnevni ravni, dovolj je že obstoječih 
podatkov za vzpostavitev SAR, kar omogoča uporabo in silico orodij. Ko ravni nečistot, ki 
imajo pri in vitro bakterijskem testu mutagenosti pozitiven rezultat, ni mogoče zmanjšati na 
sprejemljivo raven lahko nečistoto testiramo z in vivo testi genskih mutacij v skladu z ICH 
M7 (46, 48).  
Če so rezultati Amesovega testa pozitivni, je potrebna opredelitev tveganja in nadaljnja 
optimizacija sinteze, da se zmanjša delež nečistote in se ga spravi pod določeno sprejemljivo 
mejo. Če je optimizacija uspešna in zmanjša ravni potencialno genotoksičnih nečistot oz. 
potencialno mutagenih nečistot pod določeno sprejemljivo mejo, potem nadaljnje raziskave 
te spojine niso več potrebne. V primeru neuspešne optimizacije je potrebno izvesti in vivo 
teste genskih mutacij. Da bi razumeli pomen Amesovega testa v pogojih in vivo, je 
priporočljivo, da nečistoto testiramo in vivo (test genskih mutacij). Izbira drugih testov 
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genotoksičnosti in vivo mora biti znanstveno utemeljena na podlagi znanja o mehanizmih 
delovanja nečistote (25). Obstajajo pa izjeme, ko spojina v študiji karcinogenosti na 
glodalcih doseže pozitiven rezultat, Amesov test pa je negativen. To je značilno za 
karcinogene, ki delujejo kot proliferatorji (35).  
In vivo testi v smernici ICH M7, s katerimi proučujemo in vitro mutagene, so predstavljeni 
v preglednici IX (33). V primeru, da za nek genotoksin potrdimo mehanizem, povezan s 
pragom delovanja v sklopu in vivo testov, zanj izračunamo PDE (33). 
Preglednica IX: Vrste in vivo testov, s katerimi potrdimo mutagene in vitro (prirejeno po 33, 46, 47). 
IN VIVO TEST UPORABA 
Transgenski mutacijski testi                                              Za vse vrste mutagenov. 
Pig-a mutacijski test                                               
(kri)                                         
Za neposredno delujoče mutagene  (Amesov test je pozitiven). 
Mikronukleus test                                                       
(kri ali kostni mozeg)                                                                               
Za neposredno delujoče mutagene (Amesov test je pozitiven) 
in  spojine za katere je znano, da so klastogene. 
Test nenačrtne sinteze DNA                                      
(izvedba na podganjih jetrih)                       
Za mutagene, za katere je potrebna predhodna metabolična 
bioaktivacija. Prav tako je potrebno, da jetrni metabolit 
poznamo. 
Kometni test                                                                                      
Za izbiro testa se zahteva obrazložitev. Prav tako tudi za izbiro 
preskusnega organa oz. tkiva. 
Ostali Za izbor je potrebna primerna obrazložitev. 
 
 
3.1.3 Poglavje 7: Karakterizacija tveganja, kakšen je sprejemljiv dnevni vnos: 
TTC, sprejemljiva izpostavljenost, LTL, PDE 
V tem poglavju smernica ICH M7 za nečistote razredov 1,2 in 3 predvideva izračun 
sprejemljive izpostavljenosti. TTC se uporablja tam, kjer ni podatkov o karcinogenosti 
(razreda 2 in 3). Meja TTC se uporablja za nečistote, ki so DNA regirajoče in za nečistote s 
3 
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tvegano kemijsko strukturo, za katere ni podatkov o mutagenosti. Kadar so prisotne do tri 
genotoksične nečistote, se lahko za vsako nečistoto uporabi posamezna meja TTC (33, 34). 
3.1.3.1 Poglavje 7.1. Vrednotenje mutagenih nečistot z dokazanim karcinogenim 
delovanjem (razred 1) 
Smernica določa, da je potrebno za znane mutagene karcinogene, ki nimajo znanega praga 
delovanja (npr. hidrazin) izračunati sprejemljiv dnevni vnos, ki ga določimo glede na 
karcinogeno aktivnost z linearno ekstrapolacijo, lahko pa tudi z uporabo TD50: odmerki, pri 
katerih obstaja 50% verjetnost za pojav tumorja pri poskusnih živalih (33, 34). 
3.1.3.2 Poglavje 7.2. Vrednotenje mutagenih nečistot z dokazanim pragom 
delovanja  
V primeru zadostnih dokazov o mejnem mehanizmu za genotoksičnost je mogoče določiti 
vrednost PDE, da se ugotovijo varne ravni izpostavljenosti (preglednica X). PDE za EMS 
izračunamo na podlagi odmerka, pri katerem ni zaznanega učinka in z upoštevanjem 
varnostnih faktorjev (33, 34). 
Preglednica X: Sprejemljiva izpostavljenost za posamezno nečistoto (prirejeno po viru 33). 
Trajanje zdravljenja  ≤ 1 mesec  >1-12 mesecev > 1-10 let > 10 let- doživljenjsko 
Dnevni vnos (µg/dan) 120 20 10 1,5 
 
3.1.3.3 Poglavje 7.3: Vrednotenje nečistot razredov 2 in 3 
Za genotoksične nečistote, za katere se domneva, da nimajo praga delovanja in da je 
prisotnost nečistote neizogibna, EMA vpeljuje uporabo koncepta TTC, ki opredeljuje 
odmerek 1,5 μg nečistote/osebo/ dan (7). To ustreza življenjskemu tveganju za raka 1 na 
100.000, ki temelji na oceni raziskave, ki jo je opravil Kroes skupaj s sodelavci (49). Bolniki 
so lahko v nekaterih okoliščinah (kadar je pričakovana izpostavljenost ljudi kratkoročna, za 
zdravljenje življenjsko nevarnih stanj ali če je pričakovana življenjska doba krajša od petih 
let) izpostavljeni več kot 1,5 μg nečistote/dan. Če je koncentracija manjša od trenutne 
vrednosti TTC (1,5 μg/dan), potem je tveganje za rakotvorni odziv zanemarljivo. V primeru, 
da je vrednost TTC presežena, pa mora vlagatelj bodisi omejiti uporabo serije bodisi zavrniti 
onečiščeno serijo zdravilne učinkovine. V nekaterih primerih lahko pride tudi do 
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izpostavljenosti nečistoti, ki je krajša od celotnega življenjskega obdobja ali pa sam proces 
doziranja zdravila poteka v daljših intervalih. V sledečih primerih so za krajši časovni 
interval izpostavitve ustrezni tudi višji odmerki (koncept LTL) (33). 
3.1.3.4 Poglavje 7.4: Vrednotenje nečistot razredov 4 in 5 
Nečistote, ki jih uvrščamo v zadnja razreda (razred 4 in 5) pogosto vrednotimo in 
kontroliramo pri vrednostih, skladnih z Q3A in ICH Q3B, ki te nečistote obravnavajo kot 
nemutagene. V razred 5 se uvrščajo nečistote, ki nimajo tveganih strukturnih fragmentov 
(33). Nečistote, ki jih uvrščamo v razred 4 pa vsebujejo potencialno tvegano kemijsko 
strukturo, ki je v povezavi z zdravilno učinkovino. Rezultati testov mutagenosti teh struktur 
so negativni (26, 27). 
3.1.4 Poglavje 8: Kontrola 
Kontrolna strategija vključuje parametre in značilnosti, povezane z materiali in sestavnimi 
deli zdravilne učinkovine in končne farmacevtske oblike, nadzor nad lastnostmi materialov, 
kontrole med samim procesom, na zdravilnih učinkovinah in končnih farmacevtskih oblikah 
z uporabo sodobnih tehnik, obratovalne pogoje objekta in opreme, specifikacije končnih 
farmacevtskih oblik in pogostost spremljanja in nadzora. Na ta način zagotavlja učinkovitost 
procesa in kakovost zdravil (ICH Q10- farmacevtski sistem kakovosti) (7). 
Za zagotovitev, da je raven določene nečistote v zdravilni učinkovini in zdravilu pod 
sprejemljivo mejo je ključno poznavanje kemije, povezane s samim postopkom izdelave 
zdravil, skupaj z razumevanjem stabilnosti zdravilnih učinkovin in zdravila (50).  
3.1.4.1 Poglavje 8.1: Nadzor razgradnih produktov 
Razgradni produkt je nečistota, ki je posledica kemijske spremembe v zdravilni učinkovini, 
ki nastane med proizvodnjo in/ali skladiščenjem končne farmacevtske oblike zaradi učinkov 
svetlobe, temperature, pH, vode ali pa nastane z reakcijo s pomožnimi snovmi. Za 
potencialni razgradni produkt, ki je bil karakteriziran kot potencialno genotoksična nečistota, 
je pomembno, da analitski razvoj in organska sinteza delujeta z roko v roki. To lahko pomaga 
pri odločanju o izbiri potencialnih razgradnih produktov, ki jih je treba ovrednotiti za 
mutagenost. Če se tekom dolgoročnih študij stabilnosti identificira nov razgradni produkt, 
je potrebno opraviti novo kemijsko vrednotenje, čemur sledi tudi novo regulatorno, 
toksikološko in analitsko vrednotenje (51). 
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3.1.5 Poglavje 9: Dokumentacija 
Zadnje poglavje ICH M7 smernice poskuša zagotoviti potrebne informacije, ki jih je 
potrebno vključiti znotraj regulatornih predlogov, ki se nanašajo na postopek ocenjevanja in 
nadzora mutagenih nečistot. Poglavje je razdeljeno na dva odseka: uporaba kliničnih 
preskušanj in CTD. Za študije prve faze, ki trajajo 14 dni ali manj, je treba vključiti opis 
prizadevanj za zmanjšanje tveganj za mutagene nečistote, osredotočene na razred 1 in 2. Za 
klinična preskušanja prve faze, ki so trajala več kot 14 dni, in za klinična preskušanja druge 
faze, je treba vključiti tudi nečistote razreda 3, ki zahtevajo analitske kontrole. Za študije 
tretje faze pa je potrebno vključiti seznam nečistot, ocenjenih s QSAR (29). 
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA  
V sklopu magistrske naloge smo z uporabo in silico orodij (računalniška programa Toxtree 
in DEREK Nexus) vrednotili DNA regirajoče nečistote z uporabo smernice ICH M7 na dveh 
primerih učinkovin: nelfinavirijev mezilat in linezolid. Skladno z ICH M7 smo izvedli tudi 
identifikacijo vseh potencialnih in dejansko prisotnih genotoksičnih nečistot v izbranih 
učinkovinah (sliki 4 in 5). 
4.1 Nelfinavirijev mezilat (Viracept) 
Viracept vsebuje učinkovino nelfinavirijev mezilat, ki je zaviralec HIV proteaz, 
kontaminirano z EMS, ki je zelo močno alkilirajoče sredstvo. Alkiliranje je proces v 
organizmu, ki lahko poteka pri ekspresiji in podvojitvi genetskega materiala. Genotoksičnost 
je povezana z reakcijo na O-6 in N-7 položaju na gvanozinu (slika 3) (52-54). 
Če v isti sintezni stopnji uporabimo sulfonsko kislino (npr. metansulfonsko kislino) in 
alkohol (npr. etanol) moramo biti še posebej pozorni, saj v tem primeru obstaja velika 
možnost nastanka genotoksičnih estrov (EMS). V takšnih primerih je potrebno dokazati, da 
med procesom sinteze tak ester ustrezno odstranimo, v skladu s postopkom Evropske 
farmakopeje za soli sulfonskih kislin (2). Različni sulfonatni estri, ki so znani mutageni, so 
prikazani v preglednici XI (59).  
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Preglednica XI: Genotoksični sulfonatni estri (alkilirajoči agensi) (prirejeno po viru 59). 
 
 
 
Slika 3: Mesti alkiliranja deoksigvanozina (prirejeno po viru 52). 
Ugotovili so, da Viracept, proizveden med marcem in junijem 2007, vsebuje kar 1000x večje 
vrednosti EMS, kot je dovoljeno. Tako je še istega leta prišlo do popolnega umika zdravila 
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s tržišča. Ker obstoječi toksikološki podatki o EMS niso omogočali ustrezne ocene tveganja 
za paciente, sta bila za oceno genotoksičnosti EMS izvedena dva testa na živalih: 
mikronukleus test v celicah kostnega mozga podgan in transgeni MutaMouse test (54). 
Mikronukleus test 
Splošna študija toksičnosti je bila opravljena na podganah. EMS je bil apliciran 28 dni 
podganam obeh spolov. Študija splošne toksičnosti je pokazala, da se je toksičnost EMS 
pojavila pri odmerkih ≥ 60 mg/kg/dan, ko je bilo opaziti spremembe, povezane s 
toksičnostjo: zmanjšano število celic, zmanjšana velikost in teža organov, kar je bilo vidno 
v kostnem mozgu, krvnih celicah, testisih in limfnem tkivu (kar je pričakovano, saj je EMS 
alklirajoče sredstvo). Pomembno pa je, da po 28 dneh celo pri največjem odmerku 180 
mg/kg/dan ni bilo opaziti nekrotičnih ali predkarcinogenih lezij. Če povzamemo, študije na 
živalih so pokazale, da bolniki, ki so jemali nelfinavirijev mezilat s povišanimi vrednostmi 
EMS, niso bili izpostavljeni povečanemu tveganju za rakotvornost ali teratogenost, saj so 
mutacije predpogoj za takšne dogodke. Te ugotovitve so potencialno pomembne za več kot 
40 zdravil na trgu, ki so soli mezilatov (54). 
MutaMouse test 
Pri MutaMouse testu so za vrednotenje indukcije specifičnih genskih mutacij uporabili 
transgene miši. Študije so pokazale, da ima EMS prag odziva na kromosomske poškodbe in 
mutacije, če se ga daje v odmerkih manjših od 25 mg/ kg / dan. V raziskavi so dokazali, da 
se lahko celo pri izpostavljenosti, ki je 30 do 370-krat višja od tiste, ki jo zaužijejo bolniki, 
ki so prejemali nelfinavir, škoda, ki jo ima EMS na DNA, še vedno lahko uspešno popravi z 
DNA popravljalnimi mehanizmi (54). 
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Slika 4: Gentoksične nečistote nelfinavirijevega mezilata (prirejeno po viru 55). 
 
4.2 Linezolid 
Linezolid je zdravilo za bolnišnične okužbe, ki vsebuje tvegane strukturne fragmente za 
genotoksičnost in predstavlja nov razred antibiotikov, oksazolidinonov, ki imajo edinstven 
mehanizem zaviranja sinteze bakterijskih beljakovin (56). Vse možne dejanske in 
potencialne nečistote linezolida so prikazane na sliki 5.  
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Slika 5: Genotoksične nečistote linezolida (prirejeno po viru 57). 
 
Legenda 
 
mutagene nečistote: metaboliti 
 
mutagene nečistote: procesne nečistote 
 
mutagene nečistote: razgradni produkti 
 
mutagene nečistote: izhodne spojine v sintezi 
 
4.3 Rezultati testiranj spojin s programom Toxtree 
V preglednicah XII in XIII sta prikazani izbrani modelni spojini, ki smo jih preučili in silico 
in  moduli, ki smo jih pri testiranjih uporabili. 
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Nelfinavirijev mezilat 
Preglednica XII: Rezultati ocene toksičnih učinkov spojin s programom Toxtree za nelfinavirijev mezilat. 
Toxtree moduli Toksični učinki spojine 
SMILES koda 
CC1=C(C=CC=C1O)C(=O)NC(CSC2=CC=CC=C2)C(CN3CC4CCCC
C4CC3C(=O)NC(C)(C)C)O.CS(=O)(=O)O 
Strukturna formula 
 
Cramer-jeva pravila in razširjena 
Cramer-jeva pravila 
Visoko (razred III): spojina nakazuje toksične učinke ali ima 
reaktivne funkcionalne skupine. 
Verhaar-jeva shema in modificirana 
Verhaar-jeva shema 
Razred V: klasifikacija ni možna. 
Napoved draženja kože Ni dražilno ali korozivno. 
Napoved draženja oči  Ne draži. 
Strukturni elementi toksičnosti za in vivo 
teste na podganjih mikronukleusih 
Prisotni. 
Strukturni elementi za določanje 
preobčutljivosti kože 
Niso prisotni. 
Strukturni elementi povezani  s 
kovalentnimi vezmi DNA  
Prisotni. 
Elementi za vezavo proteinov Prisotni. 
Benigni /Bossa-jeva pravila mutagenosti 
in karcinogenosti  
Strukturni elementi za genotoksično in negenotoksično 
karcinogenost. 
In vitro mutagenost (Amesov test) Amesov test je negativen. 
Kroes odločitveno drevo  Sklepamo, da je spojina varna.  
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Linezolid 
Preglednica XIII: Rezultati ocene toksičnih učinkov spojin s programom Toxtree za linezolid. 
Toxtree moduli Toksični učinki spojine 
SMILES koda CC(=O)NCC1CN(C(=O)O1)C2=CC(=C(C=C2)N3CCOCC3)F 
Strukturna formula 
 
Cramer-jeva pravila in razširjena 
Cramer-jeva pravila 
Visoko (razred III): spojina ima prisotne tvegane strukturne 
fragmente. 
Verhaar-jeva shema in modificirana 
Verhaar-jeva shema 
Razred IV: spojina reagira z receptorji biomolekul. 
Napoved draženja kože Ni znano. 
Napoved draženja oči  Ni znano 
Strukturni elementi toksičnosti za in 
vivo teste na podganjih 
mikronukleusih 
Prisotni. 
 
Strukturni elementi za določanje 
preobčutljivosti kože 
Identificiran je element za transfer acilne skupine. 
Strukturni elementi povezani  s 
kovalentnimi vezmi DNA  
Prisotni. 
Elementi za vezavo proteinov Prisotni. 
Benigni /Bossa-jeva pravila 
mutagenosti in karcinogenosti  
Strukturni elementi za genotoksično in negenotoksično 
karcinogenost. 
In vitro mutagenost (Amesov test) Amesov test je negativen. 
Kroes odločitveno drevo  Sklepamo, da je spojina varna. 
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4.4 Rezultati testiranj spojin s programom DEREK Nexus 
Nelfinavirijev mezilat 
Točna molekulska masa: 663, 3012 g/mol 
Povprečna molekulska masa: 663, 89 g/mol  
Log Kp- vrednosti ne moremo izračunati 
Log P- vrednosti ne moremo izračunati (58). 
In vitro mutagenost v bakterijah = neaktivna (struktura 1, struktura 2): ni napačno 
razvrščenih ali nerazvrščenih lastnosti (58). 
 
Slika 6: In vitro mutagenost v bakterijah (struktura 1) (prirejeno po viru 58). 
Struktura 1 se ne ujema z nobenimi tveganimi strukturnimi fragmenti ali primeri za 
bakterijsko in vitro mutagenost v programu Derek Nexus. Poleg tega ne vsebuje nobenih 
nerazvrščenih ali napačno razvrščenih lastnosti in se posledično predvideva, da je neaktivna 
pri bakterijskem preskusu mutagenosti in vitro (Amesov test) (58). 
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Slika 7: In vitro mutagenost v bakterijah (struktura 2) (prirejeno po viru 58). 
Struktura 2 se ne ujema z nobenimi tveganimi strukturnimi fragmenti ali primeri za 
bakterijsko in vitro mutagenost v programu Derek Nexus. Poleg tega ne vsebuje nobenih 
nerazvrščenih ali napačno razvrščenih lastnosti in se posledično predvideva, da je neaktivna 
pri bakterijskem preskusu mutagenosti in vitro (Amesov test) (58). 
Občutljivost kože pri sesalcih: ni občutljiva - ni napačno razvrščenih ali nerazvrščenih 
lastnosti (58). 
 
 
Slika 8: Občutljivost kože pri sesalcih (prirejeno po viru 58). 
Navedena struktura se ne ujema z nobenimi tveganimi strukturnimi fragmenti ali primeri za 
preobčutljivost kože. Poleg tega struktura ne vsebuje nobenih nerazvrščenih ali napačno 
razvrščenih lastnosti, zato se posledično predvideva, da ne povzroča preobčutljivosti kože 
(58). 
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Linezolid 
Točna molekulska masa: 337, 1438 g/mol 
Povprečna molekulska masa: 337, 35 g/mol 
Log Kp: -4,66 
Log P: 0,17 (58). 
In vitro mutagenost v bakterijah = neaktivna: ni napačno razvrščenih ali nerazvrščenih 
lastnosti (58). 
 
Slika 9: In vitro mutagenost v bakterijah (prirejeno po viru 58). 
Struktura se ne ujema z nobenimi tveganimi strukturnimi fragmenti ali primeri za 
(bakterijsko in vitro) mutagenost v programu Derek Nexus. Poleg tega ne vsebuje nobenih 
nerazvrščenih ali napačno razvrščenih lastnosti in se posledično predvideva, da je neaktivna 
pri bakterijskem preskusu mutagenosti in vitro (Amesov test) (58). 
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Občutljivost kože pri sesalcih: ni občutljiva - ni napačno razvrščenih ali nerazvrščenih 
lastnosti (58). 
 
 
Slika 10: Občutljivost kože pri sesalcih (prirejeno po viru 58). 
Struktura se ne ujema z nobenimi tveganimi strukturnimi fragmenti ali primeri za 
preobčutljivost kože. Poleg tega struktura ne vsebuje nobenih nerazvrščenih ali napačno 
razvrščenih lastnosti in se posledično predvideva, da ne povzroča preobčutljivosti kože (58). 
 
V skladu z namenom magistrskega dela smo najprej izvedli identifikacijo vseh potencialnih 
in dejansko prisotnih nečistot v izbranih modelnih učinkovinah. Za napoved toksičnosti 
izbranih učinkovin v skladu s smernico ICH M7 smo uporabili dve in silico metodi: DEREK 
Nexus in Toxtree, ki sta dobro uveljavljeni in tudi enostavni za uporabo. Kljub temu pa lahko 
vseeno pričakujemo, da bo uporaba dveh in silico sistemov včasih dala nasprotujoče si 
napovedi. Programiranje ekspertnih sistemov je težavno. Potrebno je stalno vključevanje 
novih dejstev, ugotovitev zadnjih raziskav. Brez nadgradenj programerjev in dodajanja 
novega strokovnega znanja, lahko namreč danes aktualen program hitro postane neuporaben. 
Zato je potreben stalen razvoj teh sistemov in izboljšave le teh (39-41). 
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5 SKLEP 
Ocena tveganja in nadzor DNA regirajočih nečistot v razvoju učinkovin sta izredno težavna 
zaradi številnih poti sinteze, novih spojin in nečistot, ki pri tem nastajajo. Skladno z 
naraščanjem novih spojin narašča tudi pomembnost smernice ICH M7 za nadzor DNA 
regirajočih nečistot. Smernica uporablja koncept mejne vrednosti toksikološke 
zaskrbljenosti in nečistote razvršča v pet razredov glede na mutagenost in karcinogenost.  
Smernica ICH M7 daje priporočila, kako vrednotiti in kontrolirati mutagene nečistote v 
učinkovini in končnem zdravilu. V magistrski nalogi smo z uporabo dveh in silico metod 
(Toxtree in DEREK Nexus) v skladu z novo smernico ovrednotili dve učinkovini: 
nelfinavirijev mezilat in linezolid. Ugotovili smo, da se za napoved toksičnosti vedno bolj 
uporablja informacijska tehnologija, ki je izredno hitro začela pridobivati na pomenu. 
Uporaba in silico orodij za napovedovanje potencialno DNA regirajočih nečistot je namreč 
dobro uveljavljena in ob ustrezni ekspertni presoji zagotavlja natančno napovedovanje 
toksičnosti. V prihodnosti pričakujemo vzporeden razvoj bolj izpopolnjenih tehnik. 
Ugotovili smo, da sta identifikacija in nadzor genotoksinov v sinteznem procesu  zahtevna, 
predvsem zaradi spremenljivih mest vstopa genotoksičnih nečistot v sintezo. S tem 
namenom je potreben pregled za identifikacijo strukturnih elementov, ki povzročajo 
genotoksičnost.  
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7 PRILOGE 
Priloga 1: Postopek dela s programom Toxtree. 
Slika Ia 
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